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HE: | Aa) eee Tie H ER PY ENF 肽 具有 非常 相似 的 结构 和 生理 功能 , 对 昆虫 的 发 育 、 免 疫 、 应 激 反 
应 等 方面 都 起 着 重要 的 调控 作用 。 有 研究 报道 , 作为 ENF 肽 家 族 成 员 之 一 的 家 和 蛋 Bombyx mori Ibe IF AK ( paralytic 
peptide，PP) 通 过 激活 MAPK 来 调控 家 看 的 免疫 应 答 , 但 其 完整 的 分 子 作用 机 制 尚 不 明确 。 本 研究 和 旧 在 解析 传递 
RE PP 免疫 诱导 信号 的 分 子 通 路 。[【 方 法 首先 通过 灾 光 定量 PCR 检测 了 多 种 昆虫 细胞 系 在 PP 诱导 下 抗菌 肽 基 
的 转录 水 平 , 并 利用 Western-blot 检测 p38 MAPK 的 磷酸 化 水 平 ， 然 后 利用 不 同 信 号 传递 分 子 的 抑制 剂 处 理 
BmE 细胞 筛选 参与 传递 PP 人 免疫 诱导 信号 的 分 子 。【 结果 】PI3K 抑制 剂 LY294002 和 受 体型 酷 酸 激酶 抑制 剂 
Genistein 抑制 了 PP 对 BmE 细胞 抗菌 肽 基因 表达 的 诱导 作用 ; H BmE 细胞 和 家 和 看 血细胞 在 PP 的 诱导 下 ，Akt 和 
大 小 约 为 70 kDa 的 细胞 膜 和 蛋白 均 出 现 磷酸 化 水 平 的 动态 变化 。【 结论 ]PBK/Akt 信号 通路 和 Genistein 敏感 性 的 受 
体型 酷 氨 酸 激 酶 介 导 了 PP 免疫 诱导 信号 的 传递 。 
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Paralytic peptide activates innate immunity via PI3K and receptor 


tyrosine kinase in silkworm ( Bombyx mori) 

SONG Liang’*, WANG Fei’*’* , SONG Qian-Ru'*, HU Cui-Mei'”, HUA Xiao-Ting’*, XIA Qing- 
You (1. State Key Laboratory of Silkworm Genome Biology, Chongqing 400716, China; 2. Key 
Laboratory of Sericulture, Ministry of Agriculture, Southwest University , Chongqing 400716, China) 
Abstract: [ Aim] ENF peptides identified in Lepidoptera are structurally conserved and play similar roles 
in many physiological events, including development, immunity and stress response. It was reported that 
an ENF peptide from silkworm (Bombyx mori) referred to as paralytic peptide (PP) induces immune 
response through MAPK phosphorylation, whereas its molecular mechanism is still unclear. Our research 
aimed to investigate the signal pathways activated by PP. [ Methods] The response of different insect cell 
lines to PP was evaluated by fluorescent quantitative PCR, and the BmE cell lines in response to PP were 
screened based on the phosphorylation level of p38 MAPK analyzed by Western blot under the induction 
of PP. Then inhibitors against a variety of signaling pathways were applied to the BmE cells to screen the 
molecules involved in signal transmission. [ Results] The activity of PP in stimulating anti-microbial 
peptide (AMP) production in BmE cells was abrogated by PI3K inhibitor LY294002 or receptor tyrosine 
kinase inhibitor Genistein. Furthermore, the dynamic phosphorylation of Akt and certain plasma 
membrane protein with a molecular mass of 70 kDa in BmE cells and hemocytes was observed in the 
course of PP stimulation. [Conclusion] PP induces the expression of AMPs via PI3K/Akt signaling 
pathway , and Genistein-sensitive receptor tyrosine kinase is also involved in this immunological activity of 
PP. 
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tyrosine kinase; signaling pathway 
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中 都 发 挥 厦 相似 的 功能 ,例如 肽 聚 糖 识别 蛋 日 
(peptidoglycan recognition protein, PGRP) 或 划 兰 氏 
BA HE E 2 & E A (gram-negative bacteria binding 
protein, GNBP) 等 分 子 识别 入 侵 机 体 的 微生物 , 激 
活 NF-KB 信号 通路 , 机 体 最 终 以 产生 多 种 具有 抗菌 
活性 的 分 子 , 如 溶菌 酶 和 抗菌 肽 等 作为 有 效 的 免疫 
防御 方式 (Okada and Natori, 1985 ) 。 昆 虫 体 内 还 存 
在 一 些 活 性 短 肽 ,虽然 与 脊椎 动物 的 细胞 因子 在 一 
级 结构 上 不 具有 同 源 性 , 但 是 对 昆虫 的 体液 或 细胞 
免疫 以 及 多 种 生理 活动 起 看 重要 的 调控 作用 ,被 称 
为 “类 细胞 因子 ”, 如 作为 昆虫 JAKASTAT 信和 号 通路 
配 体 的 Udp ( Unpaired ) 家 族 成 员 (Agaisse et al., 
2003) ， 以 及 在 鳞 翅 目 昆 虫 中 普遍 存在 的 ENF ik 
(Ohnishi et al., 1995; Strand et al., 2000)。 具 有 生 
物 学 活性 的 ENF 肽 是 由 无 活性 的 前 体 被 血 淋 巴 中 
的 丝氨酸 集 日 酶 剪 切 后 生成 的 , 长 度 为 23 或 25 aa 
(Nakahara et al., 2003; Ishii et al., 2008 ) 。 它 们 在 
N 端 有 其 特征 序列 ENF, 并 具有 C-x (2)-G-x(4， 
6)-G-x(1, 2)-C 这 样 的 基 序 , 且 此 基 序 与 哺乳 动物 
表皮 生长 因子 (epithelial growth factor, EGF) 家 族 成 
员 所 共有 的 基 序 相似 , 因此 ENF 肽 在 空间 结构 上 
45 EGF 的 C 端 具有 相似 性 (Yu et al., 1999; Ohnishi 
et al., 2001; Aizawa et al., 2002; Miura et al., 
2002) 。 根 据 ENF 肽 在 不 同 物 种 中 被 发 现时 的 功能 
对 其 命 以 不 同 的 名 称 , 例如 在 粘 夜 蛾 Pseudaletia 
separata 中 它 具 有 抑制 幼虫 生长 的 作用 , 被 命名 为 
生长 阻 抑 肽 (growth blocking peptide, GBP ) 
( Hayakawa, 1995); Æ K GR Ẹ Pseudoplusia 
includens 中 具有 刺激 浆 细胞 延展 的 功能 ,被 命名 为 
促 浆 细胞 延展 肽 (plasmatocyte spreading peptide, 
PSP) (Clark et al., 1997) ; 在 家 和 看 Bombyx mori 中 ， 
WU AAG PBL ER PR BE, 因此 被 命名 为 及 
jet Hk (paralytic peptide, PP) (Ha et al., 1999) 。 虽 然 
名 称 不 同 , 但 实际 上 ENF 肽 的 生物 学 活性 极其 相 
似 , 尤其 在 免疫 应 答 方面 , 它们 的 作用 主要 表现 为 
促进 浆 细胞 的 延展 和 诱导 多 种 免疫 相关 分 子 的 表 
达 , 其 中 包括 和 否 哈 作用 相关 的 细胞 膜 重 白 (如 
Tetraspanin E 和 Ced-6)、 丝 氨 酸 蛋 日 酶 (Scolexin ) 、 
抗菌 肽 ( Cecropin A 和 Moricin ) 以 及 病原 体 识别 分 
子 BmPGRP-S2 等 , 从 而 激活 昆虫 的 细胞 和 体液 免 
J ( Ishii et al., 2010) 。 

对 ENF 肽 分 子 作 用 机 制 的 研究 发 现 , KA PP 
诱导 脂肪 体 和 上 肠 道 NO 的 产生 从 而 激活 p38 MAPK 
途径 来 调节 体液 和 细胞 免疫 应 答 (Ishii et al., 


2013), HERIR Mamestra brassicae 的 GBP 则 通过 
激活 脂肪 体 细胞 系 MaBr4 中 的 PLC 从 而 激活 ERK 
以 及 导致 Ca “的 内 流 来 诱导 栈 氨 酸 羟 化 酶 (tyrosine 
hydroxylase, TH) 和 多 巴 脱 羧 酶 (qdopa decarboxylase , 
DCC) 的 产生 (Ninomiya et al., 2008) ，GBP 还 导致 
细胞 膜 衔 接 和 集 日 p77 的 酷 氨 酸 磷酸 化 从 而 激活 整 联 
重 日 (integrin ) 使 粘 夜 蛾 浆 细胞 得 以 延展 (Oda et al., 
2010) 。 尽 管 不 同 的 研究 表明 MAPK 信号 通路 参与 
T ENF 肽 的 免疫 诱导 作用 , 但 其 他 信号 传递 分 子 ， 
尤其 是 MAPK 信号 通路 上 游 的 分 子 以 及 ENF 肽 的 
受 体 尚未 确定 , 需要 更 进一步 的 研究 来 解析 其 完整 
的 信号 通路 。 

家 和 看 作为 鳞 翅 目 昆 虫 的 模式 生物 ,其 较为 完善 
的 基因 组 、 和 蛋白 质 组 信息 以 及 较 成 邵 的 实验 技术 ， 
为 系统 性 地 人 研究 ENF 上 肽 免疫 功能 的 分 子 机 制 提供 
了 良好 的 条 件 。 为 更 便于 在 细胞 与 分 子 水 平 上 研究 
家 看 PP 的 信号 通路 , 本 研究 首先 鉴定 了 一 种 对 PP 
诱导 产生 人 免疫 应 管 的 细胞 模型 ,然后 在 此 模型 的 基 
础 上 利用 抑制 剂 对 信和 号 传导 分 子 进行 筛选 ,确定 了 
PI3K/Akt 和 对 Genistein 敏感 性 的 受 体型 酷 氨 酸 激 
酶 参与 PP 对 抗菌 肽 表达 的 诱导 作用 。 


1 材料 和 方法 


1.1 试 虫 、BmE 细胞 与 主要 试剂 

家 看 品种 为 大 造 ， 由 西南 大 学 家 看 基因 库 提 
供 。BmE 细胞 为 家 看 胚胎 细胞 (Pan et al., 2007) , 
由 本 实验 室 培 养 和 保存 。 

主要 试剂 : RNase 抑制 剂 和 M-MLV 反 转 录 酶 
购 目 Invitrogen 公司 , Total RNA Kit 购 自 OMEGA 公 
司 ，DEPC KW ABBR A], KILE PCR 相关 
iA Sat Of oP a TaKaRa 和 ABI 公司 ，p38 
MAPK 磷酸 化 抗体 和 P-Tyr-110 抗体 购 于 Cell 
Signaling ZH], Aktl/2/3 和 p-Akt1/2/3 (Ser473 ) fit 
体 购 于 Santa Cruz 公司 , 34 PP (GenBank 登录 号 
为 : AB511038.1) 由 言 尔 生化 (上 海 ) 有 限 公 司 化 学 
合成 FF Cm FU EW AR CE tH 
( ENFVGGCATGFKRTADGRCRPIF-K-biotin, Biotin- 
PP) (Ohnishi et al., 2001) 。 
1.2 注射 家 看 和 体外 诱导 家 看 血细胞 

选取 大 小 一 致 的 5 龄 第 3 天 家 看, 用 毛细 管 在 
气孔 处 注射 Biotin-PP (0.5 ng/pL, 5 ng/ 头 ) 。 在 注 
射 后 不 同时 间 点 分 别 解剖 3 涉 家 看 , 剥离 脂肪 体 用 
于 RNA 提取 。 收 集 5 龄 第 3 天 家 看 的 血 淋 巴 , 4°C 
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500 g 离心 1 min 后 分 离 得 到 家 看 血 淋 巴 细胞 并 置 
于 12 孔 细 胞 培养 板 中 用 无 抗生素 、 无 血清 的 Grace 
培养 基 在 27% 下 培养 , 每 孔 约 4 头 家 和 看 的 血细胞 ， 
待 细胞 生长 状态 良好 后 , 在 培养 基 中 添加 不 同 浓度 
的 Biotin-PP 予以 诱导 , 经 不 同 诱导 时 间 后 收集 细 
胞 用 于 RNA 提取 。 
1.3 BmE 细胞 培养 和 诱导 

在 27% 条 件 下 , FA 10% 胎 牛 血清 的 Grace 培 
养 基 培养 BmE 细胞 。 进 行 诱导 实验 前 , 更 换 为 新 
鲜 培养 基 , 并 添加 PP 或 抑制 剂 , 经 不 同 诱导 时 间 
后 收集 细胞 用 于 RNA 提取 。 
1.4 KAES PCR 检测 免疫 相关 基因 的 表达 

对 收集 的 样品 提取 RNA JG, 用 反 转 录 试 剂 盒 
合成 cDNA。 根据 检测 基因 的 CDS 序列 设计 奖 光 定 
量 PCR 引物 ( 表 1) ， 以 sw22934 作为 参 比 基因 。 
按照 SYBR® Premix Ex Taq™ 说 明 书 上 的 方法 ， 
个 反应 设置 3 个 样品 重复 ， 用 ABI 7500 Fast 
( Applied Biosystems ) 荧光 定量 PCR 仪 进行 定量 检 
WW (qRT-PCR) ,每 个 实验 至 少 重复 3 次 。 

R1 本 研究 所 用 引物 列表 


Table 1 Primers used in this study 


基因 名 称 引物 序列 ( 5’ -3") 
Gene Primer sequences 
F: TTGAGCTTCGTCTTCGCGTT 
BmCecropin A 

R: TTGCGTCCCACTTTCTCAATT 

F: CCGCTCCAGCAAAATACCT 
BmMoricin 

R: TTGAAAACATCGTTGGCTGT 

F: GTGTAGCGTTGTITGTITGTT 
BmAttacin 

R: AGGTTCCATCCGAGTTCA 

F: GGCTGCTATTGACTTGAAC 
BmGlover B 

R: TCTGTGACCGAACTCCTT 

F: CAGCGTCCTCCTCTTCACCT 

BmTetraspanin E 

R: CCTCGTCTGCGTTAGCGTC 

F: GGACGGTGTTGCCATACAGG 
BmCed-6 

R: TTATCGTCCGCGCAGTACG 


1.5 BmE 细胞 膜 香 白 和 细胞 总 乍 白 的 提取 
细胞 总 和 蛋 日 的 提取 方法 : 去 除 细胞 培养 基 后 ， 
用 PBS 清洗 细胞 3 次 , 加 入 预 冷 的 细胞 裂解 液 (100 
mmol/L Hepes-NaOH, 300 mmol/L NaCl, 3 mmol/L 
MeCl,, 1 mmol/L EDTA, 20% 甘油 , 2% TX-100 
(w/v), 1% sodium deoxycholate, 0.2% SDS, pH 
7.5), 冰 上 孵育 30 min, 17 000 g, 4 和 离心 15 min, 
Wee Li. ANWAR AY Se TIES ( Wang et 


al., 2009) 中 的 报道 。 用 BCA idl We EA 
1.6 Western-blot 检测 

HERI AR m, 5 et ERE T 12% 
SDS-PAGE Hiik, Ja HE A ae BI) PVDF IR E, 
FA 5% HY BSA 封闭 1h 后 ,用 相应 的 一 抗 4Y 孵育 
过 夜 , TBST 清洗 3 次 后 用 对 应 的 二 抗 室温 孵育 1 h， 
再 用 TBST 清洗 5 次 , 然后 用 ECL 化 学 发 光 检 测试 
剂 盒 显 色 ,实验 重复 3 次 。 
1.7 数据 分 析 

BOGE ee PCR 采用 相对 定量 法 进行 计算 , 依 
据 各 样品 中 的 目标 基因 和 内 参 基 因 的 临界 循环 数 
(Ct) fA, 利用 2 “计算 分 析 。 所 有 的 数据 都 采用 
平均 值 硅 标准 差 (SD ) 了 予以 表述 。 数 据 显著 性 分 析 
采用 Student Ft 检验, P<0.05 具有 显著 性 差异 ， 
P<0.01 具有 极 显 车 性 差异 。 灾 光 定 量 PCR 检测 
和 Western-blot 检测 实验 至 少 重复 3 K, 结果 一 致 ， 
文中 展示 其 中 一 次 实验 结果 作为 代表 。 


2 结果 与 分 析 


2.1 化 学 合成 的 家 等 麻 疗 肽 ( Biotin-PP) 的 活性 
检测 

为 方便 后 续 研 究 的 开展 , 在 化 学 合成 PP 的 时 
候 对 其 C- 端 予以 了 生物 素 修 饰 。 虽 然 文献 报道 C- 
端 生 物 素 修 饰 的 ENF 肽 仍然 具有 使 浆 细胞 延展 、 
细胞 增殖 、 幼 虫 发 育 述 缓和 麻 竭 的 作用 (Ohnishi et 
al., 2001) , 但 其 免疫 诱导 机 制 与 未 修饰 的 ENF fk 
是 否 一 致 还 需要 实验 的 确认 ， 因 此 我 们 对 其 活性 予 
ATM. mAAR H) Biotin-PP 后 , 在 不 同 
时 间 点 取 家 看 脂肪 体 定量 检测 抗菌 肽 基因 的 表达 
(图 1: A, B)。 注 射 Biotin-PP 3 h 后 ,家 和 在 脂肪 体 
中 抗菌 肽 基因 cecropin A 和 moricin 的 转录 水 平 较 注 
射 PBS 的 对 照 组 部 有 显著 的 升 高 。 取 家 至 血 淋 巴 
细胞 用 Biotin-PP 在 体外 诱导 不 同时 间 ， 对 吞噬 相 
关 基 因 的 转录 水 平 也 进行 了 定量 检测 (图 1: C, 
D), Biotin-PP 诱导 3 h 或 6 h 后 ，ced-6 和 
tetraspanin E 基因 的 转录 水 平 较 对 照 也 都 有 显著 的 
升 高 , 其 中 ced-6 基因 的 转录 水 平 在 诱导 6 h 后 达 
到 对 照 的 2 ALA. XT Biotin-PP 免疫 活性 的 检测 
结果 显示 ,该 合成 的 多 肽 对 脂肪 体 和 血 淋 巴 细胞 均 
具有 诱导 作用 , 并 且 与 Ishii 等 (2010 ) 的 报道 基本 
一 致 ， 表明 该 分 子 能 够 激活 家 看 的 体液 免疫 和 细胞 
免疫 , 可 以 用 于 PP 免疫 应 答 信 号 通路 的 研究 。 
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Fig. 1 


昆虫 学 报 Acta Entomologica Sinica 


相对 表达 量 


Relative expression level 


相对 表达 量 


Relative expression level 


57 卷 


3h 
6h 


NS 





3h 
=m Oh 





= i = % 


Biotin-PP HF ZAE Wa ANA 2 dE SE aA 


Induction of immune-related genes by Biotin-PP in silkworm fat body and hemocytes 


A, B: 往 家 看 体内 注射 5 ng Biotin-PP JG, 定量 PCR 检测 脂肪 体 中 抗菌 肽 基因 cecropin A (A) 和 moricin (B) 的 转录 水 平 q-PCR analysis of 
cecropin A (A) and moricin (B) transcriptional level in fat body from silkworm larvae after injection of 5 ng Biotin-PP; C, D: 用 200 ng/mL 的 Biotin- 
PP 体外 诱导 家 看 血细胞 后 , 定量 PCR 检测 吞噬 作用 相关 基因 ced-6 (C) 和 tetraspanin E (D) 的 转录 水 平 变 化 q-PCR analysis of ced-6 (C) and 
tetraspanin E (D) transcriptional level in hemocytes induced by 200 ng/mL Biotin-PP ex vivo. + : 注射 Biotin-PP Injection of Biotin-PP; - : 注射 PBS 
Injection of PBS. 图 中 数据 为 平均 值 上 标准 差 , 柱 上 单 星 号 和 双星 号 分 别 表示 处 理 组 和 对 照 组 之 间 在 0. 0S 和 0.01 水 平 上 显著 差异 ，NS 表示 
在 0.05 水 平 差异 不 显著 (t 检验 ); 图 2, 3 Wj All values in the figure are represented as mean + SD, the single asterisk and double asterisks indicate 


significant difference at the 0.05 and 0.01 level (t test) , respectively ,and NS indicates no significant difference at the 0.05 level. The same for Figs. 2 








and 3. 


2.22 RERA AAEM E wee NRE 

建立 和 利用 易于 操作 、 重 复 性 好 的 细胞 系 来 代 
蔡 家 看 个 体 进 行 分 子 机 制 的 研究 , 将 有 助 于 深入 解 
Az PP 的 免疫 应 答 信 号 通路 。 我 们 对 包括 
BmE, Sf, Spli221 和 BmN 在 内 的 多 种 昆虫 细胞 系 
用 Biotin-PP 进行 了 体外 诱导 , 并 通过 qRT-PCR 检 
测 抗菌 肽 的 变化 来 第 选 对 Biotin-PP 产生 免疫 应 答 
的 细胞 系 。 实 验 结果 显示 ， 只 有 BmE 细胞 在 
Biotin-PP 的 诱导 下 , 抗菌 肽 基因 attacin 和 glover B 
的 表达 量 有 显著 的 升 高 (图 2: A, B), H attacin 的 
转录 水 平 在 中 低 浓 度 Biotin-PP 诱导 3 h 和 12 h 时 
表现 出 剂量 依赖 效应 , 表明 该 细胞 对 PP 产生 了 应 
答 。 有 研究 报道 PP 的 诱导 使 家 看 脂肪 体 p38 
MAPK 的 磷酸 化 水 平 升 高 ,为 检测 BmE 细胞 是 否 


具有 相同 的 分 子 应 答 , 本 人 研究 利用 克 酸 化 MAPK 的 
寺 异 性 抗体 (Gu et al., 2011 ) 通 过 Western-blot 检测 
了 Biotin-PP 诱导 下 的 BmE 细胞 中 p38 MAPK 磷酸 
化 水 平 的 变化 (图 2: C )。 结 采 显 示 p38 MAPK 的 
BER AOE ES SB TH oR, 并 在 5 min 时 达到 
最 高 , AKIN BA SS AT AREKEA, ARR 
化 的 动态 变化 表明 Biotin-PP 激活 了 p38 MAPK 信 
号 通路 。 以 上 实验 结果 表明 Biotin-PP 启动 了 BmE 
细胞 的 免疫 应 答 并 且 激 活 了 p38 MAPK 信号 通路 ， 
因此 该 细胞 系 可 以 作为 研究 家 看 PP 体液 免疫 信号 
通路 的 细胞 模型 。 

2.3 参与 家 等 麻 兽 肽 免疫 信号 传 递 通路 的 分 子 的 
筛选 

为 贿选 参 与 PP 信号 通路 的 相关 分 子 , 各 种 信 
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图 2 Biotin-PP 诱导 BmE 细胞 中 抗菌 肽 的 表达 和 p38 MAPK i) ah aS BEL 
Fig. 2 Expression of AMP and dynamic phosphorylation of p38 MAPK induced by Biotin-PP in BmE cells 
A, B: 用 不 同 浓度 Biotin-PP 诱导 BmE 细胞 后 , 定量 PCR 检测 抗菌 肽 attacin( A) 和 glover B (B) 基 因 的 转录 水 平 变化 q-PCR analysis of attacin 
(A) and glover B (B) transcriptional level in BmE cells induced by Biotin-PP at different concentrations; C; Western-blot 检测 在 不 同 诱导 时 间 点 
BmE 细胞 中 p38 MAPK 的 磷酸 化 水 平 , 用 各 诱导 时 间 点 Tublin 重 日 的 蛋 日 量 均 一 化 , p38 MAPK 磷酸 化 水 平 并 以 0 min 的 p38 MAPK FETE 
化 水 平 作 为 参照 Western-blot analysis of p38 MAPK phosphorylation after BmE cells were induced by Biotin-PP at various time points as indicated, the 








phosphorylation intensity of p38 MAPK was normalized to the level of tublin and annotated as mean fold increase (+SD) over the normalized 


phosphorylation intensity at 0 min after induction. 


号 传递 分 子 的 抑制 剂 ， 如 受 体型 酷 氨 酸 激酶 的 抑制 
剂 Genistein, PIBK 的 抑制 剂 LY294002、PKC 的 抑 
制剂 Staurosporine ~ Sre 的 抑制 剂 SU6656 等 ,与 
Biotin-PP 共同 诱导 BmE 细胞 6h 后 , 定量 检测 抗菌 
肽 基因 attacin 和 glover B 的 表达 水 平 变 化 。 绪 果 显 
示 , 随 着 浓度 增加 ，Cenistein 对 Biotin-PP 诱导 抗菌 
肽 基因 表达 的 抑制 效果 逐渐 增强 , 在 高 浓度 (50 或 
100 pmolL) 抑 制剂 存在 的 情况 下 抗菌 肽 的 表达 几 


乎 难以 检测 (图 3: A, B); LY294002 同样 抑制 了 
Biotin-PP 对 抗菌 肽 的 诱导 表达 且 对 glover B 的 表达 
抑制 存在 剂量 依赖 性 (图 3: C, D) 。 而 其 他 几 种 抑 
制剂 对 PP 的 诱导 作用 影响 不 明显 或 实验 重复 性 较 
差 无 法 分 析 其 规律 性 (结果 未 显示 )。 通 过 抑制 剂 
筛选 实验 , 我 们 推测 BmE 细胞 中 受 体型 酷 氨 酸 激 
酶 和 PBK 可 能 参与 了 家 看 PP 的 免疫 应 管 信号 
通路 。 
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2.4 PP 免疫 应 答 信和 号 分 子 活性 检测 

由 上 述 实 验 可 推测 家 和 看 PP 人 免疫 诱导 功能 的 实 
现 需要 Genistein 敏感 性 的 受 体 型 酷 氮 酸 激酶 的 介 
F, 我 们 推测 位 于 细胞 膜 上 的 某 未 知 受 体型 酷 氨 酸 
激酶 可 能 通过 磷酸 化 参与 了 PP 的 免疫 应 答 信号 通 
路 , 因此 对 经 Biotin-PP 诱导 后 的 BmE 细胞 膜 蛋 日 
EA) Bes ae BR TIO ET SR. FR) FAS a R 
化 抗体 经 Western-blot 检测 发 现 , 大 小 约 70 kDa 的 
细胞 膜 蛋 白 (p70 ) 在 细胞 经 Biotin-PP 诱导 后 出 现 了 
Be za ERR LN Ase tk, BE Sa 1 min BERR 
化 水 平 达到 最 高 , 且 此 磷酸 化 水 平 能 持续 到 3$ min, 
之 后 随 着 诱导 时 间 的 延长 逐渐 减弱 (图 4: A)。 该 
结果 说 明 p70 通过 酷 氨 酸 克 酸化 参与 了 Biotin-PP 
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的 免疫 应 答 信和 号 通路 。p70 为 受 体 型 酷 氨 酸 激酶 还 
是 作为 衔接 蛋白 被 受 体型 酷 所 酸 激酶 所 活化 ,还 需 
要 进一步 的 鉴定 。 

为 进一步 确定 PBK 信号 通路 介 导 了 PP 免疫 
诱导 信号 的 传递 ,我 们 对 PBK 下 游 的 一 个 关键 信 
号 分 子 一 一 Akt 的 磷酸 化 水 平 进行 了 检测 。 经 
Biotin-PP 诱导 后 ，BmE 细胞 和 家 和 看 血 细胞 中 Akt Be 
酸化 水 平 逐 渐 增 强 , 并 分 别 在 15 min 和 2 min 时 达 
到 最 高 , 之 后 随 着 诱导 时 间 的 延长 , EREKE 
渐 减 弱 ( 图 4: B, C)。 该 实验 结果 表明 PI3K/Akt 
参与 了 PP 的 免疫 诱导 信和 号 通路 ,并且 在 BmE 细胞 
和 家 看 血细胞 中 的 诱导 活化 模式 类 似 。 
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图 3 Genistein 或 LY294002 对 Biotin-PP 诱导 抗菌 肽 表达 的 抑制 


Fig. 3 


Inhibition of Biotin-PP in inducing AMP expression by Genistein or LY294002 


A, B: 不 同 浓度 的 Genistein #1] 200 ng/mL Biotin-PP 共同 诱导 BmE 细胞 6 bh 后 , 定量 PCR 检测 抗菌 肽 基因 glover B (A) Fil attacin (B) 的 转录 水 
平 变化 q-PCR analysis of glover B (A) and attacin (B) transcriptional level in BmE cells induced by Biotin-PP in the presence of Genistein at different 
concentrations for 6 h; C, D: 不 同 浓 度 的 LY294002 和 200 ng/mL Biotin-PP 共同 诱导 BmE 细胞 6 h 后 , 定量 PCR 检测 抗菌 肽 基因 glover B (C) 
和 attacin ( D) 的 转录 水 平 变化 q-PCR analysis of glover B (C) and attacin (D) transcriptional level in BmE cells induced by Biotin-PP in the presence 


of LY294002 at different concentrations for 6 h. 
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图 4 Western-blot 4% i Hel eae H BS ARERR Akt 磷酸 化 水 平 的 变化 
Fig. 4 Western-blot analysis of the phosphorylation of plasma membrane protein and Akt 
A; 经 200 ng/mL. Biotin-PP 诱导 不 同时 间 后 , Westem-blot 检测 BmE 2 BY ZE ANK SOBRE EY AKI, Ab AE REL ef h SRR AL OE ah ASL 
的 膜 蛋 白条 带 进 行 灰 度 值 分 析 并 用 箭头 指示 Western-blot analysis of the phosphorylation of plasma membrane protein from BmE cells induced by 200 
ng/mL Biotin-PP at various time points as indicated, the arrow indicates plasma membrane protein with dynamic phosphorylation in the time course which 
was quantitated by using grey values; B, C: 2200 ng/mL Biotin-PP 诱导 不 同时 间 后 Western-blot 检测 BmE 细胞 (B) 和 家 看 血 细胞 (C) 中 Akt 的 
磷酸 化 水 平 ， 用 各 诱导 时 间 点 Akt 总 蛋白 量 均 一 化 Akt 磷酸 化 水 平 并 以 0 min 的 Akt 相对 磷酸 化 水 平 作为 参照 Western-blot analysis of Akt 
phosphorylation in BmE cells (B) and hemocytes (C) induced by 200 ng/mL Biotin-PP at various time points as indicated, the phosphorylation intensity 





of Akt was normalized to the level of total Akt and annotated as mean fold increase ( + SD) over the normalized phosphorylation intensity at O min after 


induction. 


讨论 


细胞 系 在 探索 信号 通路 和 分 子 调控 机 制 的 研究 
中 应 用 广泛 , 例如 ,以 果 蝇 S2 细胞 作为 研究 系统 
模型 , 通过 全 基因 组 RNA 干涉 筛选 出 参与 吞 鸣 白 
色 念 珠 菌 的 相关 分 子 (Stroschein-Stevenson et al., 
2006 ) ; 将 果 蝇 S3 细胞 系 作为 模型 ， 对 磅 酸 肌 醇 信 


号 通路 进行 了 深入 的 研究 (Zhou et al., 2012) 。 对 
FRE PP 免疫 诱导 分 子 机 制 的 研究 , 如 果 在 昆虫 


个 体 水 平 上 或 离 体 培 养 的 组 织 上 开展 将 更 贴近 真实 
的 生理 状况 , 但 也 存在 很 多 不 利 因素 , 例如 操作 复 
杂 、 取 材 不 方便 上 且 干 扰 因 素 多 导致 一 致 性 较 差 等 ， 


此 在 吻 操 作 吻 重复 的 细胞 水 平 上 研究 其 信号 通路 
更 为 可 行 , 并 能 为 个 体 上 的 研究 提供 依据 和 参考 。 
在 本 研究 中 , 为 舟 选 和 鉴定 一 个 对 PP 产生 免疫 应 
答 的 细胞 系 , 我 们 检测 了 不 同 昆虫 细胞 系 在 经 PP 
aT AEA Fe RKE p38 MAPK HERR 
化 水 平 。 经 比较 发 现 ，BmE 细胞 中 抗菌 肽 基 
attacin 和 glover B 的 转录 水 平 在 PP 诱导 后 显著 升 
高 , H p38 MAPK 分 子 表 现 出 动态 磷酸 化 ,说 明 
BmE 细胞 中 存在 应 答 PP 的 分 子 元 件 , 且 与 个 体 水 
平 具 有 相似 性 , 可 作为 研究 PP 信号 通路 的 模型 。 
但 在 BmE 细胞 中 并 未 能 检测 到 抗菌 肽 基因 cecropin 
A 和 moricin 的 转录 水 平 变化 或 否 哈 作用 相关 基因 
ced-6 和 tetraspanin E 的 表达 , 这 表明 细胞 系 与 个 体 
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仍然 存在 一 些 差异 , 尤其 在 信号 通路 针对 的 靶 标 基 
因 上 有 所 不 同 , H BmE 细胞 不 是 研究 细胞 免疫 的 
理想 模型 。 

要 对 家 和 蛋 PP 免疫 应 答 信号 通路 和 分 子 机 制 进 
行 系统 的 解析 ,其 关键 在 于 鉴定 家 看 PP 的 细胞 膜 
受 体 或 者 其 衔接 分 子 。 对 ENF 肽 受 体 的 研究 发 现 ， 
EGF 和 GBP 都 具有 促进 SS 细胞 增殖 的 功能 , 同时 
二 者 都 能 够 使 SS 细胞 膜 上 分 子 量 大 小 约 为 58 kDa 
HE Al E (p58) BR za PR RR; 免疫 共 沉 省 实验 发 
现 分 子 量 约 为 60 kDa HEA E ( p60) 可 能 是 结合 
GBP 的 分 子 , 因此 推测 GBP 的 受 体 可 能 是 以 二 聚 
体 的 形式 存在 ,其 中 一 个 亚 基 (p60) 结 合 GBP, A 
一 个 亚 基 (p58 ) 通 过 磷酸 化 传递 信号 , (AEE A 
并 没有 得 到 鉴定 (Ohnishi et al., 2001), FEAT RIR 
中 , 通过 检测 在 CBP 诱导 下 浆 细 胞 膜 和 蛋白 酷 氨 酸 
磷酸 化 的 差异 ,鉴定 到 一 个 作为 CBP fi Ree AY 
AH LARA (p77) (Oda et al., 2010) , 但 在 家 至 中 
不 存在 此 和 蛋 晶 的 同 源 分 子 。 本 研究 观测 到 受 体型 酷 
氨 酸 激酶 抑制 剂 抑制 了 PP 对 抗菌 肽 基因 表达 的 诱 
导 作 用 , 并 经 过 进一步 的 实验 发 现 大 小 约 70 kDa 
的 细胞 膜 集 日 在 PP 诱导 过 程 中 表现 出 动态 的 酷 氨 
酸 磷 酸化 , 因此 推测 该 蛋白 有 可 能 作为 PP 的 受 体 
或 受 体 的 衔接 和 蛋 日 在 PP 免疫 应 答 信和 号 通路 中 发 挥 
功能 。 如 果 此 和 蛋白 能 够 通过 质谱 等 手段 予以 鉴定 ， 
这 将 有 助 于 我 们 对 昆虫 类 细胞 因子 信号 通路 的 完整 
Wik, Ab, 本 研究 确定 了 PI3K/Akt 参与 PP 免疫 
诱导 信号 的 传递 ,而 PIBK/Akt 的 激活 通常 有 赖 于 
C 和 蛋白 偶 联 受 体 ( G-protein coupled receptor, GPCR) 
或 受 体 型 酷 氨 酸 激 酶 (Sorkin and von Zastrow, 
2009; Lépez-Sanchez et al., 2013) , ABA ERRER 
AE EBT A EARE A ( BR A KO AE TE PP 
诱导 后 1 min) AF Akt eA BER KF ALE TE PP 
诱导 后 10 min EA) 这 一 现象 是 否 暗示 了 PI3K/Akt 
是 由 受 体型 酷 氮 酸 激酶 所 激活 ? H. PIBK/Akt 信和 号 
通路 与 已 经 被 报道 的 MAPK 信和 号 通路 是 作为 两 条 
独立 的 PP 免疫 诱导 信号 传递 方式 , 还 是 存在 上 下 
游 关 系 ， 也 需要 做 更 深 一 步 的 探索 。 

近年 来 在 包括 双 翅 目 、 稍 翅 目 、 腊 翅 目 和 半 翅 
目的 昆虫 中 也 陆续 发 现 了 具有 C-x(2)-G-x(4, 6)- 
G-x(1, 2)-C 基 序 的 短 肽 , 它们 虽然 没有 ENF 这 样 
的 特征 序列 , 但 它们 的 功能 和 ENF 家 族 成 员 类 似 
(Matsumoto et al., 2012 ) 。 对 这 些 “ 类 ENF fk” Wot 
究 工 作 近 期 才 开 展 起 来 , 例如 在 果 蝇 中 鉴定 到 的 类 
GBP 分 子 , 能 提高 抗菌 肽 的 表达 水 平 ,， HEAR 


导 功 能 不 依赖 于 经 典 的 Tol 和 IMD 信号 通路 , 这 一 
发 现 和 PP 对 家 笃 的 免疫 调控 机 制 一 致 ; 同时 人 研究 
也 提出 CBP 可 能 通过 INK 信号 途径 行使 其 功能 
(Tsuzuki et al., 2012), X XERA AREH S i PE 
的 分 子 进行 功能 解析 , 将 从 一 个 轿 新 的 角度 帮助 我 
们 全 面 了 解 昆虫 的 生理 活动 。 
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